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低温ではランダム構造、高温では II型 β ターン構造を示した。一方、コアセルベーショ
ンを示さないペプチドでは高温においてもランダム構造が多い結果となった。即ち、コ






配列の 1位の Val の疎水度をさらに上げることで、コアセルベーション能もさらに向上
































































BS  Biebrich scarlet 
BSA  Bovine serum albumin 
CD  Circular dichroism 
DDS  Drug delivery system 
DIEA  N,N-diisopropylethylamine 
DMF  N,N-dimethylformamide 
EDT  1,2-ethanedithiol 
FT-IR   Fourier Transform infrared spectroscopy 
Fmoc  9-fluorenylmethyloxycarbonyl 
HBTU  2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphate 
HOBt  N-hydroxybenzotriazole 
HPLC  High-performance liquid chromatography 
MALDI TOF-MS Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry 
NMP  1-methyl-2-pyrrolidone 
TFA  Trifluoroacetic acid 
TFE  2,2,2-Trifluoroethanol 
TLC  Thin-layer chromatography 
TNBS  2,4,6-Trinitrobenzene-sulfonic acid sodium salt dihydrate 
Ala (A)  Alanine 
Gly (G)  Glycine 
Ile      (I)   Isoleucine 
Phe (F)  Phenylalanine 
Pro        (P)  Proline 
Trp (W)  Tryptophan 
Tyr (Y)  Tyrosine 













































































トロポエラスチンは約 800 残基のアミノ酸からなる分子量約 72kDa のエラスチン前
駆体タンパク質である 8-10。一次構造上の特徴として、親水性領域と疎水性領域が交互
に繰り返している（Fig. 2）。親水性領域は架橋領域とも呼ばれ、Ala と Lys に富んでお
り、Lys 残基間で分子間架橋を形成する。疎水性領域は Val、Pro、Gly などの非極性ア
ミノ酸に富み、これらのアミノ酸から成る繰り返し配列が存在している。繰り返し配列
には、ヘキサペプチド(Val-Pro-Gly-Gly; 以下 VPGG)、ペンタペプチド(Val-Pro-Gly-Val-
Gly; 以下 VPGVG)、ヘキサペプチド(Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly;以下 VGVAPG)などが存在





































































コアセルベーション特性を示す poly(VPGVG)については Urry らにより CD および
NMRを用いた詳細な構造解析が実施されている 20-23。全体の構造としては Pro-Glyのア
ミノ酸残基で形成されるⅡ型 β-ターンを縁に持つ β-スパイラルとよばれるらせん状の





































４位の Xaa（以下、X4）は Pro 以外のアミノ酸であり、X4のアミノ酸の側鎖の性質がコ
アセルベーションに大きく影響を与える事が知られている。例えば、X4を Val より疎水
度の低い Ala に置換した poly(VPGAG)では poly(VPGVG)と比べてより高温でなければ
コアセルベーションを開始しない。また、X4を Val より疎水度の高い Ile に置換した場











れによりコアセルベーションの開始には C 末端の V4G5および N 末端の V1が必須であ
ることが示された。さらに、ポリペンタペプチドアナログの構造解析を CD および FT-
IR、H1-NMRにより行った結果、コアセルベーション開始には Val1-Pro2側鎖間の疎水相






 さらに VPGVG配列の３位の Gly3を Ala に置換した poly(VPAVG)では、自己集合の開
始温度はあまり変化しないが、昇温と降温が一致せず、不完全可逆的なコアセルベーシ






































































































































































































Acetonitrile     和光純薬工業株式会社 
DIEA      渡辺化学工業株式会社 
DMF      和光純薬工業株式会社 
Ethanol      和光純薬工業株式会社 
Fmoc-Gly-OH     (MW:297.31)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Ile-OH     (MW:353.42)   渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Pro-OH     (MW:337.37)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Val-OH    (MW:339.39)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-NH-SAL-Resin (0.59 mmol/g)      渡辺化学工業株式会社 
HBTU      渡辺化学工業株式会社 
HOBt      渡辺化学工業株式会社 
Methanol            和光純薬工業株式会社 
NMP      和光純薬工業株式会社 
Ninhydrin     和光純薬工業株式会社 
Phenol      和光純薬工業株式会社 
Piperidine     渡辺化学工業株式会社 
Pyridine      和光純薬工業株式会社 
Sephadex G-10     Pharmacia Fine Chemicals 
TFA      渡辺化学工業株式会社 
TFE       渡辺化学工業株式会社 
TNBS      和光純薬工業株式会社 
シアン化カリウム    和光純薬工業株式会社 
ジエチルエーテル    和光純薬工業株式会社 
フェノール     和光純薬工業株式会社 
塩酸(HCl)      和光純薬工業株式会社 







































2-3-3. 合成ペプチドの精製方法及び純度確認、疎水度の評価方法合成 40-42 
本研究で使用したペプチドはすべて Fmoc 法固相合成法により化学合成した。各ペプチ
ドの合成スケールは 0.1 mmol で行った。樹脂には Fmoc-NH-SAL-Resinを使用した。縮
合剤には 0.45M HBTU-HOBt（5当量）を用い、塩基として 2M DIEA（10当量）を用い
た。また、Fmoc-アミノ酸（Fmoc-Gly-OH、Fmoc-Val-OH、Fmoc-Pro-OH、Fmoc-Ile-OH）
は、それぞれ樹脂に対して 5当量使用した。Fmoc 法による固相合成の手順を Fig. 8 に、






Fig. 8. Fmoc 固相合成法の模式図 
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Table 2. 操作手順 
手順 試薬・溶媒 時間×回数 
1.膨潤 NMP (2 ml) 
NMP (2 ml) 
1 min×1 
45 min×1 
2.洗浄 DMF (2ml) 1 min×3 
3.脱保護 20% ピペリジン /DMF (2 ml) 
20% ピペリジン /DMF (2 ml) 
1 min×1 
10 min×1 
4.洗浄 DMF(2 ml) 1 min×10 
5.カップリング Fmoc-AA 
2 M DIEA (10 当量)/NMP (1.1 ml)  
0.45 M HBTU・HOBt (5当量)/DMF (0.5 ml) 
45 min×1 
6.洗浄 DMF (2 ml) 1 min×5 




8.洗浄 Methanol (2 ml) 1 min×10 
 
2-3-3-1. 膨潤 
カラムに秤量した樹脂を入れ、NMP(2 ml)を加えて膨潤させた後、DMF (2 ml)を加えて
洗浄した（手順 1, 2）。 
 
2-3-3-2. ペプチド鎖の伸張 
膨潤後の樹脂に 20%ピペリジン/DMF を加えて Fmoc 基を除去した後、DMF で洗浄した
(手順 3, 4)。これに 0.45 M HBTU-HOBt/DMF (1.1 ml) 、2 M DIEA/NMP (0.5 ml)で活性化
させた Fmoc-アミノ酸を加えカップリングした後（手順 5）、カイザーテスト、TNBS テ
ストを行いカップリングが定量的（100%近く）に行われたことを確認し、DMF で洗浄
した（手順 6）。この操作を目的のつなぎたい残基分繰り返し行なった（手順 7）。最終
残基のカップリングが終了したら手順 3.4 を行い、メタノールで洗浄した（手順 8）。合


























ペプチドの導入が終了した樹脂に 95%TFA(2 ml)を加え室温で 1 時間撹拌した後、窒素





























紫外検出器：UV-8010、ペンレコーダ：FBR-2 （すべて TOSHO） 
・カラム    資生堂   CAPCELL PACK C18（4.6×250 mm） 
・波長      220 nm 
・温度      40ºC 
・溶出液    Solution A   5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
       Solution B  95% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 















Fig. 9. HPLCによる純度確認のプログラム 
 
＜分析条件：リテンションタイム（溶出時間）＞ 
・装置：Agilent 1220 Infinity LC System 








き分光光度計（JASCO: Ubest V-560）を用いて窒素気流下で濁度測定を行った。波長 400 
nm、温度範囲は 1ºC-93ºC、温度変化速度は 0.5ºC/min で測定を行った。また、濃度は 1 
- 100 mg/ml の範囲で調製を行った。各ペプチドを調製した濃度を Table 3に示した。 
 
Table 3. H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
10 20 40 80 100 
H-(IPGVG)1-4-NH2 － － － － ◯ 
H -( IPGVG) 5 -NH 2 － － － － ◯ 
H -( IPGVG) 6 -NH 2 － － － ◯ ◯ 
H -( IPGVG) 7 -NH 2 ◯ ◯ ◯ － － 
H -( IPGVG) 8 -NH 2 ◯ ◯ ◯ － － 
H -( IPGVG) 9 -NH 2 ◯ ◯ ◯ － － 
H-(IPGVG)10-NH2 ◯ ◯ ◯ － － 
















測定と同様の濃度（40 mg/mL）での測定を試みた。セルは、光路長 0.01 mmである短光
路セルを用いた。温度範囲 10ºC-60ºCにおいて 10ºCずつ温度を上昇させ測定を行った。
各 CD測定の条件を Table 4にまとめた。 
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2-3-5-2. FT-IR測定 43-45 
CD 測定に加え、構造に関してより正確なデータを得るために、FT-IR による二次構造
解析も行った。精製した H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)におけるペプチド溶液を調製し（1 
mg/ml）、フーリエ変換赤外分光光度計（JASCO: FT/IR-615）を用いて FT-IRスペクトル
測定を行った。温度は室温（25ºC）、溶媒には TFE を用いた。測定は 400 – 4,000 cm-1で
行い分解能は 4 cm-1 で行った。ペプチドの二次構造を反映するアミド I 領域（1,600 - 










試料 H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10) 
溶媒 TFE 
濃度 0.1 mM 
温度 室温(25ºC) 
波長 200-250 nm 
セル長 1.0 mm 
試料 H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10) 
溶媒 水 
濃度  40 mg/ml 
温度 10ºC - 60ºC 
波長 190 - 250 nm 





















収量 (mg) 収率 (%) 
MS analysis 
Calc. (m/z) 
[M + H]+ 
Found (m/z) 
[M + H]+ 
H-(IPGVG)1-NH2 1 42.7  77.0 441.55 441.33 
H-(IPGVG)2-NH2 2 75.9 77.6 865.06 865.09 
H-(IPGVG)3-NH2 3 98.2 70.1 1288.58 1288.9 
H-(IPGVG)4-NH2 4 146.4 80.2 1712.09 1713.0 
H-(IPGVG)5-NH2 5 143.0 63.6 2135.60 2136.22 
H-(IPGVG)6-NH2 6 236.5 88.5 2559.12 2560.56 
H-(IPGVG)7-NH2 7 171.5 55.4 2982.63 2983.5 
H-(IPGVG)8-NH2 8 194.3 55.2 3406.15 3406.9 
H-(IPGVG)9-NH2 9 208.7 52.9 3829.66 3830.8 











































































































































ここでは、より正確に各ペプチドの疎水度を調べるために、HPLC（Agilent 1220 Infinity 
LC System）を用いてリテンションタイム（溶出時間）の測定による各ペプチドの疎水
度の評価を行った。Table 6 に各ペプチドの溶出時間を示した。比較のために VPGVG 配
列も示した。また、これらをグラフ化したものを Figure 11 に示した。Table 6及び Fig. 
11から、すべてのペプチドにおいて、同じ配列では繰り返し回数が増えるにつれ溶出時
間も増加することが観察された。また、同じ繰り返し回数のペプチドを比較すると
IPGVG 配列は VPGVG 配列よりもすべての鎖長で溶出時間が遅い事がわかった。つま
り、同じ鎖長では IPGVG配列は VPGVG配列よりも疎水度が高いことが示唆された。 
 





1  8.34 ± 0.08 11.5 ± 0.09 
2 18.7      ± 0.08 23.4 ± 0.08 
3 24.7     ± 0.08 30.0 ± 0.08 
4 28.5      ± 0.07 34.4 ± 0.08 
5 31.4      ± 0.07 37.6 ± 0.08 
6 33.5      ± 0.07 40.1 ± 0.07 
7 35.3      ± 0.06 42.1 ± 0.06 
8 36.7      ± 0.06 43.8 ± 0.06 
9 38.0      ± 0.06 45.2 ± 0.06 




















































H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)において濁度測定を行った。濃度 40 mg/ml における結果を Fig. 
12 に示した。測定の結果、H-(IPGVG)n-NH2 (n=7-10)はコアセルベーション能を示した 46 
(Protein Pept. Lett.に掲載済み)。ペプチド溶液の温度を 0.5ºC/min の速度で上昇させてい
くと、H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)のペプチド溶液は 35ºC 付近で濁度が素早く上昇し、37ºC
付近で上限に達した。これは、H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)がコアセルベートを形成し、白濁
したためである。溶液の温度を下げると、濁度はほぼ同じ曲線を描き減少した。H-
(IPGVG)n-NH2 (n=9)では、39ºC 付近で濁度が素早く上昇し、41ºC 付近で上限に達した。
































H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)において CD測定を行った。TFE溶媒における測定の結果を Fig 
13 に示した。全体として、224 nmに負のバンドを有していた。繰り返し回数が増加す
るにつれて、224 nmの負のバンドも深くなり、H-(IPGVG)n-NH2 (n=5-10)に関しては類似
したスペクトルを示した。224 nm の負のバンドはⅡ型 β ターン構造に特徴的なバンド
であるといわれている。つまり、H-(IPGVG) n-NH2 (n=1~10)では、くり返し回数が増加す

































mg/ml に調製した H-(IPGVG)n-NH2 (n=5-10)の水溶液を用いて CD測定を行った。結果を
Figure 14 に示す。n=5,10のどちらのペプチドにおいても、温度上昇にしたがいランダム
構造に特徴的な 197 nmにある負のバンドが減少する傾向が見られた。さらにⅡ型 β タ
ーン構造に特徴的な 210 nm の正のバンドと 224 nm の負のバンドが優位なスペクトル
になることが確認出来た。このことから、温度が上昇するに従いランダム構造から規則
的なⅡ型 β ターン構造へと変化することが示唆された。また、濃度 40 mg/ml において
コアセルベーション能を示さない n=5 においては、高温下である 60℃においてもラン
ダム構造に特徴的な負のバンドが観測されたことに対し、40 mg/ml においてコアセル























Fig. 14. 濁度測定と同条件で行った CD測定（40 mg/ml） 
(A) H-(IPGVG)n-NH2 (n=10)における CDスペクトル 








1679 cm-1にピークを有する五つの成分に分解する事ができた（Fig. 16）。1620-1630 cm-1
に観測されるバンドは H-(IPGVG)n-NH2 (n=6-10)においても観測された。この範囲に含ま
れる 1619 cm-1及び 1632 cm-1のピークはそれぞれ β ターン、βシート構造に割り当てら

















































































Ile に置換した H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)を合成し、濁度測定によりそのコアセルベー
ション能を調べた。その結果、濃度 40 mg/ml において(IPGVG)n (n=7–10)が(VPGVG)n 
(n>40)と同等なコアセルベーションを示した(Fig. 12)。(IPGVG)n (n=6)に関しては高濃度








時間が遅い、つまり疎水度が高いということが示された(Table 6, Fig. 11)。また、










ような違いがあるのかを調べる目的で、CD 測定及び FT-IR 測定による二次構造解析を
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ている 47-49。TFE中における CD測定では、(IPGVG)n (n=2-10)は II型 β ターン構造に特
徴的な 224 nmにおける強い負のバンドが確認され、ペプチドの繰り返し回数が増える






により得られたスペクトルのバンド分解を行ったところ β ターン構造を含む β 構造が
多い結果となり(Fig. 16)、CD測定との相関が得られた。ここまでの FT-IR測定と CD測
定の結果から、重合度が増加するにつれ II 型 β ターン構造の含有率が増加し、さらに
n≧5 のペプチドでは類似した構造を持つということが示唆された。そこで、コアセル
ベーションと構造の相関をより詳細に調べるために、類似した構造を持つと示唆された
n≧5のペプチドにおいて、濁度測定と同様の濃度である 40 mg/ml における CD測定を
行った(Fig. 14)。その結果、40 mg/ml においてコアセルベーションを示した n=10 と示
さなかった n=5はいずれも低温では 197 nmに大きな負のバンドを持ち、ランダム構造
が優勢であった。しかし、n=10 では温度を上昇させるとランダム構造が減少し、高温





















































に関する検討を行った。基本配列である H-(VPGVG)n-NH2 (n=1-10)では n=10 においての
み弱いコアセルベーション能を示したが、一位の Val を Ile に置換した H-(IPGVG)n-NH2 
(n=1-10)では n=7 において強いコアセルベーション能を示した。このように、１位のア
ミノ酸をより疎水度の高い Ile に置換することで短い配列でもコアセルベーション能を











「2-2. Materials (14 p)」に記載した項目に加え、以下の試薬を使用した。 
Fmoc-Phe-OH    (MW:387.44)  渡辺化学工業株式会社 





















第 2 章では、基本となる(VPGVG)配列の 1 位の Val を Ile に置換した H-(IPGVG)n-NH2 
(n=1-10)を作製した。ここでは、１位の Val を Ile よりもさらに疎水度の高い Pheに置換
した H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)を作製した。Phe は側鎖にベンジル基を持つ芳香族アミノ



















3-3-2. Phe 含有ペンタペプチド(FPGVG)n (n=1-10)のペプチド合成 













Table 8. Sep-pak®を用いた粗精製を行う際に使用した溶出液の割合 
ペプチド 
溶出液① 
Solution A：Solution B 
溶出液② 
Solution A：Solution B 
H-(FPGVG) 4 -NH 2  75：25 50：50 
H-(FPGVG) 5 -NH 2 70：30 50：50 
H-(FPGVG)6-10-NH2 65：35 45：55 
 
 Solution A： 5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 







製した濃度を Table 9に示した。 
 
Table 9. H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
1 2 3 5 10 15 20 30 40 50 60 70 100 
H-(FPGVG)1-3-NH2 － － － － － － － － － ◯ － － ◯ 
H-(FPGVG)4-NH2 － － － － － － ◯ ◯ ◯ ◯ ◯ ◯ － 
H-(FPGVG)5-NH2 － － － － ◯ － ◯ ◯ ◯ ◯ － － － 
H-(FPGVG)6-NH2 － － － ◯ ◯ ◯ ◯ － － － － － － 
H-(FPGVG)7-NH2 － － － ◯ ◯ － － － － － － － － 
H-(FPGVG)8-NH2 ◯ ◯ ◯ － － － － － － － － － － 
H-(FPGVG)9-NH2 ◯ ◯ ◯ － － － － － － － － － － 
H-(FPGVG)10-NH2 ◯ ◯ ◯ － － － － － －   － － 
◯：調製可能  －：未調整 
 
3-3-5. CD測定 
円二色性分散計(JASCO:J-725)を用いて Phe 含有エラスチン由来ペプチドの CD スペク
トル測定を行った。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)を 0.1 mM に調製し、波長範囲 200-250 nm、
室温（25ºC）、溶媒には TFEを用いて測定を行った。さらに、温度変化による構造の違
いを観測するため、H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)を濁度測定と同じ濃度に調製し、溶媒には水
を用い、温度範囲 5ºC -40ºC において 5ºCずつ温度を上昇させ測定を行った。それぞれ
44 
 
の条件を Table 10A, Bに示した。 
 


































試料 H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5) 
溶媒 TFE 
濃度 0.1 mM 
温度 室温(25ºC) 
波長 200-250 nm 
セル長 1.0 mm 
試料 H-(FPGVG)n-NH2 (n=5) 
溶媒 水 
濃度 40 mg/ml 
温度 5ºC - 40ºC 
波長 190 - 260 nm 





H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-10)における粗精製後の収量、収率及び分子量測定の結果を Table 








収量 (mg) 収率 (%) 
MS analysis 
Calc. (m/z) 
[M + H]+ 
Found (m/z) 
[M + H]+ 
H-(FPGVG)1-NH2 1 38.6 69.9 475.56 475.99 
H-(FPGVG)2-NH2 2 80.0 80.6 933.09 932.68 
H-(FPGVG)3-NH2 3 79.3 53.4 1390.62 1390.45 
H-(FPGVG)4-NH2 4 106.9 54.6 1848.15 1848.64 
H-(FPGVG)5-NH2 5 196.9 81.4 2305.67 2305.52 
H-(FPGVG)6-NH2 6 227.3 79.0 2763.20 2762.0 
H-(FPGVG)7-NH2 7 186.6 55.8 3220.73 3221.38 
H-(FPGVG)8-NH2 8 295.6 78.0 3678.26 3678.04 
H-(FPGVG)9-NH2 9 204.8 48.3 4135.79 4133.0 






















































































































の測定を行った。Table 12 に各ペプチドの溶出時間を示した。比較の為に、VPGVG 配
列と IPGVG配列の溶出時間も同時に示した。FPGVG配列では、VPGVG、IPGVGにお
いても観測されたように、繰り返し回数が増えるにつれて溶出時間も増加した。また Fig. 








(VPGVG)n (IPGVG)n (FPGVG)n 
1  8.34 ± 0.08 11.5 ± 0.09 14.7 ± 0.09 
2 18.7      ± 0.08 23.4 ± 0.08 26.6 ± 0.09 
3 24.7     ± 0.08 30.0 ± 0.08 33.2 ± 0.09 
4 28.5      ± 0.07 34.4 ± 0.08 37.6 ± 0.08 
5 31.4      ± 0.07 37.6 ± 0.08 40.7 ± 0.07 
6 33.5      ± 0.07 40.1 ± 0.07 43.2 ± 0.07 
7 35.3      ± 0.06 42.1 ± 0.06 45.2 ± 0.07 
8 36.7      ± 0.06 43.8 ± 0.06 46.8 ± 0.07 
9 38.0      ± 0.06 45.2 ± 0.06 48.3 ± 0.06 













































40 mg/ml における結果を Fig. 19Aに示した。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)では、H-(FPGVG)n-
NH2 (n=5)のみがコアセルベーション能を示した 50 (Protein Pept. Lett.に掲載済み)。ペプ




19B)。対照的に、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-4)は 40 mg/ml において 93ºC まで温度を上昇さ
せても濁度は変化せず、コアセルベーションを示さなかった。しかし、H-(FPGVG)n-NH2 
(n=4)に関しては、ペプチド溶液の濃度を高濃度（70 mg/ml）に調製すると 38ºC付近か






















 Fig. 19. H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)における濁度測定（濃度 40 mg/ml） 
(A)繰り返し回数毎における自己集合能 





H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)において CD測定を行った。TFE溶媒における測定の結果を Fig 
20 に示す。その結果、H-(FPGVG)n-NH2 (n=3-5)は非常に類似したスペクトルを示し、類
似した構造を有していることが示唆された。H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)の CDスペクトル
と同様に、224 nm付近に負のバンドが観測されたが、僅かに高波長側にシフトした 230 
nm を中心とするバンドであった。芳香族アミノ酸は CD スペクトルに影響を与えると
報告されている 51-53。そのため二次構造の正確な割り当ては出来なかったが、今回の結































濁度測定と同様の濃度である 40 mg/ml に調製した H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)を用いて 5ºC-



























Fig. 21. 濁度測定と同条件で行った H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)の CDスペクトル 









第 2 章では、VPGVG の 1 位の Val を疎水度の高い Ile に置換する事でコアセルベー
ションが促進された。H-(IPGVG)n-NH2 (n=1-10)では、n=7において強いコアセルベーシ
ョン能を示した。この結果から第 3 章では、VPGVG の 1 位の Val をさらに疎水度の高
いアミノ酸に置換することで、より短い配列でもコアセルベーションを示すことができ




まず、(IPGVG)では自己集合能を示さない繰り返し回数である n=1-5 を用いて 40 
mg/ml の濃度における検討を行った。その結果、(IPGVG)では自己集合能を示さなかっ
た n=5 が 40 mg/ml の濃度において自己集合能を示すことが確認できた。この結果より
H-(FPGVG)n-NH2の自己集合能を有する繰り返し回数は、濃度 40 mg/ml においては n≧5
であることが示唆された。さらに、濃度を 70 mg/ml に上げて自己集合能を調べたとこ
ろ、n≧4 で自己集合能を示しが、n≦3 に関しては濃度 100 mg/ml の高濃度でも自己集
合能を示さなかった。これらの結果より、H-(FPGVG)n-NH2において、十分な自己集合能
を有する繰り返し回数は n≧5であることが示唆された。 
ここまでの検討において、(VPGVG)の 1 位の Val を Ile、Phe に置換した(IPGVG)、
(FPGVG)のコアセルベーション能は、どちらも(VPGVG)よりも著しく促進される結果と














結果では、n=4 は高濃度（70 mg/ml）ではあるが自己集合能示した事に対し、n=3 はさ
らに高濃度である 100 mg/mlにおいても自己集合を示さなかった。それにもかかわらず、








さらに、自己集合能と二次構造の相関を得るために、濃度 40 mg/ml において自己集
合能を示した H-(FPGVG)5-NH2を用いて、同条件における CD測定を行った。その結果、






用いた水中での CD 測定とは異なる結果であった。(IPGVG)の CD 測定の結果では、温




プチドを 5ºC-95ºC まで変化させると温度上昇に伴い 198nm 及び 218 nm のバンド強度
が減少している(濃度：150 μM、溶媒：リン酸緩衝液)。しかし、観察されたスペクトル





















































第 2 章、第 3 章において、VPGVG 配列の 1 位の Val をより疎水度の高いアミノ酸に
置換する事で短い配列においてもコアセルベーションを示す事が明らかとなった。特に、













「3-2. Materials (36 p)」に記載した項目に加え、以下の試薬を使用した。 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH (MW:459.53)  渡辺化学工業株式会社 
Fmoc-Trp(Boc)-OH (MW:526.59)  渡辺化学工業株式会社 
EDT       東京化成工業株式会社 




第 3 章では、基本となる(VPGVG)配列の 1 位の Val を Phe に置換した H-(FPGVG)n-NH2 
(n=1-10)を作製した。ここでは、コアセルベーションに対する芳香環の影響を調べるた



























4-3-2. 芳香環含有ペプチド(XPGVG)n (n=1-5) (X=W, Y)のペプチド合成 
ペプチド合成は第 2章と同様の方法で行った。合成スケールは Table 14に示した。脱
樹脂は、側鎖保護基による副反応を防ぐために、以下の方法で行った。 




た樹脂に Reagent K (3 ml)を加え室温で 1時間 30分撹拌した後、冷却したジエチルエー
テルを加え、ペプチドを沈殿させた。その後遠心機（5 min/4ºC/3000 rpm）にかけ、分離
させ上清を除いた。その後、冷エーテルでの洗浄、遠心分離の操作を 3回行った。上清
を除去し、沈殿したペプチドは水及び Solution B (95%CH3CN/0.1%TFA)を加え溶解した
後、凍結乾燥を行った。目的物のペプチドが含まれていることを確認する為、凍結乾燥
後の試料を少量エッペンに取り、HPLC により純度を調べ、MALDI TOF-MS を用いて
質量分析を行った。 
 
Table 14. 第４章で合成したペプチドの合成スケール 
ペプチド スケール 
H-(YPGVG)n-NH2  (n=3-4)     0.2 mmol × 1/3 
H-(YPGVG)n-NH2 (n=1, 2, 5) 0.1 mmol 










Table 15. Sep-pak®を用いた粗精製を行う際に使用した溶出液の割合 
ペプチド 
溶出液① 
Solution A：Solution B 
溶出液② 
Solution A：Solution B 
H-(YPGVG) 1-NH 2  95： 5 85：15 
H-(YPGVG) 2-NH 2 90：10 75：25 
H-(YPGVG) 3-NH 2 85：15 70：30 
H-(YPGVG) 4-NH 2 85：15 70：30 
H-(YPGVG) 5-NH 2 80：20 60：40 
H-(WPGVG)1-NH2 90：10 75：25 
H-(WPGVG)2-NH2 80：20 70：30 
H-(WPGVG)3-NH2 75：25 55：45 
H-(WPGVG)4-NH2 70：30 50：50 
H-(WPGVG)5-NH2 70：30 50：50 
 
 Solution A： 5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA 
















Table 16A. H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
30 40 50 60 70 100 
H-(YPGVG)1-3-NH2 － － － － － ◯ 
H-(YPGVG)4-NH2 － － － － ◯ ◯ 
H-(YPGVG)5-NH2 ◯ ◯ ◯ ◯ ◯ － 
◯：調製可能  ✕：調製不可能  －：未調整 
 
 
Table 16B. H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濁度測定における濃度調製 
ペプチド 
濃度（mg/ml） 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 30 100 
H-(WPGVG)1,2-NH2 － － － － － － － － － － － － ◯ 
H-(WPGVG)3-NH2 － － － － － － － － － － ◯ ◯ － 
H-(WPGVG)4-NH2 － － － － ◯ ◯ ◯ ◯ ✕ ✕ － － － 
H-(WPGVG)5-NH2 ◯ ◯ ✕ ✕ ✕ － － － － － － － － 





CD スペクトル測定を行った。H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-
(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)を濃度 0.1 mg/ml に調製し、波長 190-250 nm、温度 25ºC、溶媒に
は TFEを用いて測定した（Table 17A）。さらに、温度変化による構造の違いを観測する












試料 H-(XPGVG)n-NH2 (n=1-5) (X=F, Y, W) 
溶媒 TFE 
濃度 0.1 mg/ml 
温度 室温(25ºC) 
波長 190-250 nm 
セル長 1.0 mm 
60 
 




































試料 H-(XPGVG)n-NH2 (n=1-5) (X=F, Y, W) 
溶媒 水 
濃度 0.1 mg/ml 
温度 10ºC - 60ºC 
波長 190 - 250 nm 




4-4-1. (XPGVG)n (n=1-5) (X=W, Y)の純度確認及び収量・収率 
H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)における粗精製後の収量、収率及び
分子量測定の結果を Table 18に示した。HPLCによる精製後の分析結果は、H-(WPGVG)n-






















収量 (mg) 収率 (%) 
MS analysis 
Calc. (m/z) 
[M + H]+ 
Found (m/z) 
[M + H]+ 
H-(WPGVG)1-NH2 1 40.2 64.1 514.60 514.40 
H-(WPGVG)2-NH2 2 72.8 64.8 1011.17 1011.34 
H-(WPGVG)3-NH2 3 116.9 72.1 1507.73 1507.88 
H-(WPGVG)4-NH2 4 160.6 75.9 2004.30 2003.33 
H-(WPGVG)5-NH2 5 188.6 72.2 2500.86 2500.30 
H-(YPGVG)1-NH2 1 88.4 100.0 491.56 491.07 
H-(YPGVG)2-NH2 2 101.1 93.4 965.09 965.71 
H-(YPGVG)3-NH2 3 97.5 94.2 1438.62 1438.08 
H-(YPGVG)4-NH2 4 114.2 84.6 1912.15 1911.60 
































































































































WPGVG 配列、YPGVG 配列の疎水度を調べるために、HPLC を用いてリテンション
タイム（溶出時間）の測定を行った。Table 19 に各ペプチドの溶出時間を示した。比較
の為に、VPGVG 配列と IPGVG 配列、FPGVG 配列の溶出時間も同時に示した。また、












(VPGVG)n (IPGVG)n (FPGVG)n (YPGVG)n (WPGVG)n 
1  8.34 ± 0.08 11.5 ± 0.09 14.7 ± 0.09 10.2 ± 0.09 16.9 ± 0.10 
2 18.7      ± 0.08 23.4 ± 0.08 26.6 ± 0.09 18.6 ± 0.09 29.0 ± 0.10 
3 24.7     ± 0.08 30.0 ± 0.08 33.2 ± 0.09 23.5 ± 0.09 35.0 ± 0.09 
4 28.5      ± 0.07 34.4 ± 0.08 37.6 ± 0.08 26.7 ± 0.09 39.2 ± 0.09 
5 31.4      ± 0.07 37.6 ± 0.08 40.7 ± 0.07 29.0 ± 0.09 42.2 ± 0.08 
6 33.5      ± 0.07 40.1 ± 0.07 43.2 ± 0.07   
7 35.3      ± 0.06 42.1 ± 0.06 45.2 ± 0.07   
8 36.7      ± 0.06 43.8 ± 0.06 46.8 ± 0.07   
9 38.0      ± 0.06 45.2 ± 0.06 48.3 ± 0.06   





















































芳香族アミノ酸を含んだ H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-
(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)において濁度測定を行った。Trp 含有ペンタペプチド H-
(WPGVG)n-NH2 (n=1-3)の結果を Figure 26に示した。H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)は 30 mg/ml
において、僅か 15 残基のペプチドにもかかわらずコアセルベーション特性を示した 54 




(WPGVG)n-NH2 (n=3)は僅か 15残基のペプチドにもかかわらず、少なくとも 200 残基か
らなるポリペプチド(VPGVG)n (n>40)と同等の強度を示した 29。対照的に、H-(WPGVG)n-
NH2 (n=1, 2)は 30 mg/ml において 93ºCまで温度を上昇させても濁度は変化せず、コアセ
ルベーションを示さなかった。これらのペプチドは、濃度を 100 mg/ml に上げてもコア
セルベーションを示さなかった。また H-(WPGVG)n-NH2 (n=4, 5)に関しては、疎水度が
高く 30 mg/ml に調整できなかったため測定を行うことができなかった。しかし、H-
(WPGVG)n-NH2 (n=4)、H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)はそれぞれ 6 mg/ml、2 mg/ml でコアセル
ベーションを示した。 
 コアセルベーションに対する疎水性相互作用の影響に加え、親水性の影響を調べるた
めに、Tyr 含有ペンタペプチド H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)の濁度測定を行った。その結果、
H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)のみが高濃度（70 mg/ml）でコアセルベーションを示した（Fig. 
26B）。一方、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-4)に関しては濃度 100 mg/ml でさえコアセルベーシ
ョンを示さなかった。このことから、Tyr 含有ペプチドアナログは Trp 含有ペプチドア
ナログよりもコアセルベーション能が弱いことがわかった。 
 (YPGVG)配列、(FPGVG)配列、(WPGVG)配列における同じ濃度（30 mg/ml）でのコア
セルベーション能の比較を行った結果を Figure 27 に示した。Figure 27 は H-(FPGVG)n-
NH2 (n=5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)、H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)の 30 mg/ml における濁度測
定の結果を示している。H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)は最も短い配列にもかかわらず、最も低
温である 7ºC付近からコアセルベーションを開始した。一方 H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)は体






























Fig. 26. (A) H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-3)における濁度測定（濃度 30 mg/ml） 












Fig. 27. H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)、H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)、H-(YPGVG)n-NH2 (n=5) 






H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(FPGVG)n-NH2 (n=1-5)、H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)に対してＣ
Ｄ測定を行った。TFE溶媒を用いて測定した結果を Figure 28A-Cに示す。Figure 28Aか
ら、Trp 含有ペンタペプチドは H-(WPGVG)n-NH2 (n=2-5)が類似したスペクトルを示した
ため、類似した構造を有していることが示唆された。特に、濁度測定によりコアセルベ
ーションを示した H-(WPGVG)n-NH2 (n=3-5)に関しては 225 nmに正のバンドを持つ非常
に類似したスペクトルを示した。一方、H-(WPGVG)n-NH2 (n=1)は異なるスペクトルを示
した。H-(WPGVG)n-NH2 (n=2)に関しては、コアセルベーション特性を示さなかったにも
かかわらず H-(WPGVG)n-NH2 (n=3-5)と類似したスペクトルであった。 
 続いて、H-(YPGVG)n-NH2 (n=1-5)の TFE中での CD測定の結果を Figure 28Bに示した。
その結果、200、218、230 nm付近におけるバンドが観測された。H-(YPGVG)n-NH2 (n=3-




























































Fig. 28. TFE 溶媒中における CD測定（濃度 0.1 mg/ml） 





った（Fig. 29A-F）。H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)の昇温と降温の結果をそれぞれ Figure 29A（昇
温）、Figure 29B（降温）に示す。低温において、H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)では 200 nm付






している。さらに、215 nm付近に isodichroic point を有しており、２つの二次構造を有
していることを示唆している。H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)においても、温度依存的な変化が
観測された（Fig. 29C, D）。温度が上昇すると 200 nm付近の負のバンドが減少し、一方
218 nm 付近の負のバンドは増加した。これらの結果は温度上昇に伴いランダム構造が
減少していることを示唆している。さらに、210 nm付近に isodichroic point を有してお
り、２つの異なる二次構造を有しており、温度変化により構造が変化していることを示
唆している。200 nm 付近の変化は H-(FPGVG)n-NH2 (n=5)においても同様な変化が観測
され、温度が増加するにつれてバンド強度が減少し、温度を下げるとバンド強度も増加

















































Fig. 29. 芳香族含有ペンタペプチドの水中における CD 測定（濃度 0.1 mg/ml） 
(A)H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)：昇温 (B)H-(WPGVG)n-NH2 (n=5)：降温 
(C)H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)：昇温       (D)H-(YPGVG)n-NH2 (n=5)：降温 







第 2章、第 3章の結果から、(VPGVG)における 1位の Val の疎水度を上げる事でコア
セルベーション能が向上し、さらに、芳香環によってもコアセルベーションが促進され
る可能性が示唆された。そこで、第 4章では 3種類の芳香族アミノ酸を用いたペプチド




H-(WPGVG)n-NH2 (n=1-5)における濁度測定を行った結果、30 mg/ml において 7ºC付近
から濁度を示した（Fig. 26A）。この結果は、僅か 15残基からなる H-(WPGVG)n-NH2 (n=3)
が poly(VPGVG)やトロポエラスチン（約 63 kDa）と同等あるいはそれ以上のコアセル






(WPGVG)>(FPGVG)>(YPGVG)の順であった（例：(WPGVG)5 : 42.2±0.08 min、(FPGVG)5 : 
40.7±0.07、(YPGVG)5 : 29.0±0.09）（Table19, Fig 24）。(WPGVG)と(FPGVG)ではコアセル
ベーション能に差がみられたが、溶出時間は大きくは変わらなかった。一方、(YPGVG)
は溶出時間が非常に早く、疎水度が低いことが確認された。さらに、(YPGVG)は(IPGVG)


















































































































Biebrich Scarlet（色素）    SIGMA-ALDRICH 















を担体として使用した。手順を Fig. 30に示す。 
① まず、H-(FPGVG)5-NH2（または BSA）及び色素をそれぞれ水に溶解させた。このと
き、各溶液を混合させた際の(FPGVG)5の最終濃度が 30 mg/mLとなるように調製し
た。すなわち、(FPGVG)5 の調製は(30 mg/900 μL)となるように行った。色素は 6 
mg/mL及び 0.6 mg/mL の溶液をそれぞれ調製した。 
② 次に、目的のペプチド濃度、色素量となるように二つの溶液を混合させ、4ºCで 24
時間静置した。色素量を 0.6 mgに設定して実験を行う際は、①で 6 mg/mL に調製
した色素を 100 μLとり(FPGVG)5溶液に加えた。色素量を 0.06 mgに設定して実験
を行う際は、①で 0.6 mg/mLに調製した色素を 100 μLとり(FPGVG)5溶液に加えた。 
③ その後、コアセルベーションを示す温度である 37ºCで 24時間静置することによっ
て、(FPGVG)5に色素を包含させた。 
④ 24 時間後、遠心分離（10000 rpm, 3 min, 40ºC）を行い、上清（1 mL）をシリコナイ
ズドエッペンに回収し、これを 1日目の上清とした。その後、分光光度計（JASCO: 
Ubest V-560）を使用し、回収した上清の波長 490 nmにおける吸光度を測定するこ
とで色素の徐放量を確認した。セルにはプラスチック製キュベット（容量: 1.5 ml、
光路長: 10 mm）を使用した。また、徐放された色素量は検量線を用いて求めた。 
⑤ 残渣には、予め 37ºC に保温していた水（1 ml）を加え、再び 37ºCで 24時間静置さ
せた。残渣に新しい水を加える際は、包含物を刺激しないように穏やかに加えた。 




本試験の条件を Table 20にまとめた。担体としては H-(FPGVG)5-NH2及び BSAの 2種
類を用意し、包含物は色素（0.06 mg, 0.6 mg）を使用した。 
 
Table 20. 包含・徐放試験の条件 
 担体 担体濃度（mg/ml） 包含物質 包含物質量（mg） 
条件① H-(FPGVG)5-NH2 30 BS（色素） 0.06    
条件② H-(FPGVG)5-NH2 30 BS（色素） 0.6 
条件③ BSA 30 BS（色素） 0.06 















































サイズが DDS担体として有用であるかどうかを検討した。粒径測定の結果を Figure 31
に示した。低温（15ºC、Fig. 31A）では、Rh<10 nmであることに対し、高温（37ºC、Fig. 


































ては Table 20（P77）に示した通りである。 
 
5-4-2-1. H-(FPGVG)5-NH2－色素 0.06 mgの包含・徐放試験結果 













Fig. 32. H-(FPGVG)5-NH2 (30 mg/ml)における色素徐放試験（色素：0.06 mg） 
 
5-4-2-2. H-(FPGVG)5-NH2における色素包含・徐放試験（色素 0.6mg） 














Fig. 33. H-(FPGVG)5-NH2 (30 mg/ml)における色素徐放試験（色素：0.6 mg） 
81 
 
5-4-2-3. BSAにおける色素包含・徐放試験（色素 0.06 mg） 















Fig. 34. BSA (30 mg/ml) における色素徐放試験（色素：0.06 mg） 
 
 
5-4-2-4. BSAにおける色素包含・徐放試験（色素 0.6 mg） 







































条件①：(FPGVG)5 (30 mg/ml) – 色素 (0.06 mg) 
条件②：(FPGVG)5 (30 mg/ml) – 色素 (0.6  mg) 
条件③：BSA (30 mg/ml) – 色素 (0.06 mg) 
条件④：BSA (30 mg/ml) – 色素 (0.6  mg) 
 
Fig. 36. 色素包含・徐放試験のまとめ 
 
 
Table 21. 各条件における包含量及び包含率 
 包含量 包含率 
条件①  0.057 95.5 
条件②  0.596 99.4 
条件③ 0.00   0.00 






























































































































コアセルベーションを起こす高温状態においては II型 β ターン構造の含有量が増加し
た。一方、自己集合を示さないペプチドも温度変化に伴う構造変化を起こすが、高温
においても不規則な構造が多い結果となった。つまり、コアセルベーションには連続
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